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研究成果の概要（和文）：生活習慣病における血中microRNA (miRNA) のバイオマーカーとしての意義について
検討した。玄米と白米によるランダム化比較試験における血清サンプルを用いて血中miRNAの変化を検討し、複
数の血中miRNAが玄米群で白米群と異なった変化をした。玄米群では、白米群に比べて有意に体重が変化した。
血中miRNAの動きから、玄米の体重減少効果は、褐色脂肪細胞の活性化とは異なった機序で起こることが示唆さ
れた。また、インスリン抵抗性や血清脂質値の変化と関連するmiRNAも認められた。
研究成果の概要（英文）：We examined the significance of circulating microRNAs (miRNAs) as a 
biomarker in lifestyle-related diseases. Changes in circulating miRNAs were examined using serum 
samples of participants enrolled in a randomized controlled trial comparing the effects of brown 
rice consumption and white rice consumption on body weight and serum glucose and lipids levels. 
Multiple circulating miRNAs were changed differently between the brown rice group and white rice 
group. In the brown rice group, the body weight was significantly decreased compared with the white 
rice group. The changes of circulating miRNAs suggested that brown adipocytes activation is not a 
cause of the weight loss effect of brown rice consumption. We also identified a miRNA which affects 
insulin resistance and serum lipid levels.
研究分野：内分泌代謝内科学
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１．研究開始当初の背景 
 Micro RNA(miRNA)は細胞内に存在する
長さ 20～25 塩基の noncoding RNA の一種
で、他の遺伝子の機能を制御する働きを有す
る。現在、ヒトゲノム上に 2000 種類以上の
miRNAが見いだされている。miRNAはその
標的メッセンジャーRNA（mRNA）の 3’
UTRを認識して標的mRNAを不安定化する
とともに翻訳抑制を行うことでタンパク産
生を抑制する。miRNA は標的遺伝子発現を
微調整 fine tuning することにより、発生や
細胞増殖、細胞分化、アポトーシス、代謝な
ど広範に影響を及ぼしている。いくつかの
miRNA が代謝や血管機能にも影響を与えて
いることが知られている。また、miRNA は
血中にも存在することが知られている。血中
のmiRNAが細胞の遺伝子発現制御を行うか
どうかは不明であるが、少なくとも、いくつ
かの病態では血中miRNAが増加もしくは減
少することが知られており、疾患のバイオマ
ーカーとして期待されている。 
 これまでのmiRNA研究は、少数の機能の
知られている miRNA の関与を調べるか、
miRNA アレイを利用しても、その数は 100
前後と少なかった。しかし、最新のアレイで
は、2000以上ものmiRNAの発現が一括で解
析できるようになってきており、これまで知
られていなかったようなmiRNAが疾患と関
連していることが明らかとなる可能性は高
い。また、マウスとヒトでmiRNAのターゲ
ットに若干相違が認められるものもあり、動
物だけでなくヒトでの検討は重要である。 
 糖尿病やメタボリックシンドローム、一部
の癌は生活習慣病と分類され、遺伝因子に加
えて、過食や偏った食事、運動不足、ストレ
ス、喫煙などの“悪い”生活習慣の蓄積によ
って発症する疾患である。Steno-2試験では、
2 型糖尿病患者を対象に、これらのリスクを
包括的に管理することで、大血管症や細小血
管症の発症リスクを各々半減させることを
示した。しかし、包括的管理を厳格に行って
もなお、イベントを発症する患者が少なから
ず存在することも示している。これには、介
入時にすでに合併症が進行しているために
介入効果が十分に得られない患者や、未知の
危険因子の存在、リスク管理の達成状況、遺
伝的要因など個人差があるためと考えられ
る。したがって、合併症発症をより抑制する
ためには、これらの合併症の存在や治療効果
の予測ができるようなバイオマーカーを見
いだすことも重要である。 
 
２．研究の目的 
今回の研究の目的は、血中miRNAの生活習
慣病のバイオマーカーとしての意義につい
て検討することである。血中miRNAの変化
が疾患の早期診断や病態および作用機序の
解明に役立つ可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
表面加工玄米の体重減少効果について検討
したランダム化比較試験に参加した被験者
の血清を採取し、miRNeasy Serum/Plamsma 
kit (QIAGEN社）でmiRNAを抽出した。 
 このランダム化比較試験は、40歳から64歳
の過体重かつ前糖尿病状態の被験者 36名を
表面加工玄米群（玄米群）と白米群にランダ
ムに割り付け、12週間の介入を行い、試験終
了時の体重変化量を主要評価項目、腹囲およ
び糖脂質代謝を副次的評価項目とした。玄米
群、白米群とも 18名であり、平均年齢は、
各々、55±7歳と52±7歳（p = 0.282）と有
意差は認めなかった。12週の介入により、体
重は、玄米群-2.4±2.0 ㎏、白米群で-0.2±
1.1kgと有意に玄米群で体重が減少した（p 
<0.001）。また、腹囲の変化量も玄米群 -3.1
±2.9 cm、白米群 -0.4±1.3 cmと玄米群で
有意に減少した（p <0.01）。また、血清トリ
グリセリド値、LDL-C値、small dense LDL
値も玄米群で有意に減少した（すべて P 
<0.01）。 
 玄米群、白米群とも介入前（0週）および介
入終了時（12週）に採取した各々10名分の
血清をプールし抽出したmiRNAから逆転写酵
素により cDNAを作成し、EXIQON社の miRNA
パネル（miRCURY LNA miRNA Focus PCR Panels 
Serum-Plasma）および Agilent Human miRNA
マイクロアレイにより血清miRNA発現解析を
行った。発現に変化が見られたmiRNAのうち、
玄米群と白米群で異なった変化が認められ
たmiRNAについて、生物学的重要性と血中の
発現量から2種類のmiRNAを選び、36名分の
個々の血清 miRNAを抽出し、定量的 RT-PCR
で標的 miRNAの発現を定量化した。定量的
RT-PCRは、EXIQON社のRT-PCRキットとLNA
プライマー、ABI7300を用いて行った。血清
リポタンパク分画は HPLC法（LipoSEARCH、
スカイライト・バイオテック社）で測定した。 
 定量化した miRNAと、体重、腹囲、糖脂質
代謝マーカーとの関連について Spearmanの
順位相関係数で解析した。定量的 RT-PCRに
よる発現変化は、hsa-miR-423を参照とした
ΔΔCt法で解析した。2群の差は、対応のな
いt-検定で検定した。いずれもp <0.05を有
意差ありとした。 
 
４．研究成果 
（１）プール血清による発現解析 
玄米群および白米群両者で 0週と 12週で発
現に変化が認められたmiRNAの数を図1に示
す。定量的 RT-PCRで介入により増加が認め
られた miRNAは玄米群（A）で 27、白米群で
15あり、両者ともに増加したのは3種類であ
った。一方、介入により減少したmiRNAは玄
米群で 23、白米群で 14であり、両者ともに
減少したのは5種類であった。一方、マイク
ロアレイによる発現解析では、介入により増
加が認められたmiRNAは玄米群66、白米群1
であり、両者で共通に増加したものはなかっ
た。また、介入により減少が認められたmiRNA
は、玄米群 133、白米群 161あり、共通に減
少したのは51種類存在した。 
玄米および白米の継続的摂取により、多くの
血清miRNAが変動することがあきらかとなっ
た。しかも、玄米群および白米群で共通して
変動するmiRNAは少ないことも明らかとなっ
た。また、定量的 RT-PCRによるパネルとマ
イクロアレイでは、miRNAの検出方法が異な
るため、定量的 RT-PCRパネルで変化が認め
られたmiRNAとマイクロアレイで変化の認め
られたmiRNAの種類に重なりはほとんど認め
られなかった。解析できるmiRNAの種類とい
う点ではマイクロアレイが有利であるが、定
量性と感度という点では定量的 RT-PCRの方
が有利である。今後、発現の少ないmiRNAを
測定するという点では、次世代シークエンサ
ーによるmiRNAシークエンスを行い、種類と
発現量を評価することも検討すべき課題と
考えられた。 
 
（２）個別血清による発現解析 
玄米は様々なポリフェノールを含み、一部は
褐色脂肪組織を活性化する可能性があり、褐
色脂肪細胞が活性化すると減少するmiRNAで
あるhsa-miR-92a-3pを候補とした（１）。ま
た、hsa-29a-3pは肝臓での脂肪合成に関与す
ることが報告されている。他、玄米群と白米
群で発現に差が大きかった hsa-miR-1、
hsa-miR-155-5p, let-7b-3pについても定量
的 RT-PCRを行ったが、これらの miRNAは血
中での発現量が低く、多くの検体で検出感度
を下回ったため、それ以上の解析は行わなか
った。 
hsa-miR-29a-3pおよび hsa-miR-92a-3pの変
化を表1に示す。玄米群および白米群におけ
る hsa-miR-29a-3pのΔCt値は、各々、0週 
2.7±0.9、2.7±1.0（p = 0.868）、12週 2.4
±1.6, 2.5±1.1 (p = 0.785)、ΔΔCt -0.4
±2.0, -0.2±1.5(p = 0.682)と、介入によ
って両群のmiRNAの発現に有意差は認めなか
った。一方、hsa-miR-92a-3については、玄
米群、白米群のΔCt値は、各々、0週 -3.9
±0.9, -3.7±1.1 (p = 0.688)、12週 -4.0
±0.9, -3.0±0.8 (p = 0.001)、ΔΔCtは 
-0.1±1.4, 0.8±1.2 (p = 0.052)と玄米群
で血清 hsa-miR-92a-3pが増加するという結
果が得られた。 
体重、腹囲、収縮期血圧、拡張期血圧、総コ
レステロール値、トリグリセリド値、LDL-C
値、HDL-C値、空腹時血糖値、空腹時インス
リン値、インスリン抵抗性指数（HOMA-IR）、
AST、ALT、γGTP、尿素窒素、クレアチニン、
尿酸値、リポタンパク分画とhsa-miR-29a-3p
の Δ Δ Ct と の 相 関 を 検 討 し た 。
hsa-miR-29a-3pのΔΔCtと有意な相関が認
められたのは、血清インスリンの変化量（Rho 
= -0.351,p = 0.045）、HOMA-IRの変化量 (Rho 
= -0.424, p = 0.014)、LDL-C値の変化量（Rho 
= -0.505, p = 0.002）、VLDL粒子数の変化量 
(Rho = -0.364, p = 0.034)、総 LDL粒子数
の変化量 (Rho = -0.414, p = 0.015)、中間
サイズLDL粒子数の変化量 (Rho = -0.477, p 
= 0.004)であった。一方、0週と 12週の
hsa-miR-29a-3pのΔCtと上記解析項目とに
は有意な相関は認めなかった。 
hsa-miR-92a-3pについては、0週と 12週の
ΔCtおよびΔΔCtと体重および腹囲を含む
解析項目と有意な変化は認められなかった。 
褐色脂肪細胞の活性化マーカーである
miR-92a-3pは、褐色脂肪細胞が活性化すると
血清の発現量は低下する。ΔCtおよびΔΔCt
は低値の方が発現が大きいので、玄米群の体
重と腹囲の減少効果が褐色脂肪細胞による
可能性は低いと考えられた。玄米群で
hsa-miR-92a-3pの発現が増加したのは、体重
減少に対して基礎代謝を落とすという適応
減少を見ている可能性が考えられた。玄米に
含まれるポリフェノールにより褐色脂肪細
胞活性化が起こっている可能性は否定でき
ないが、体重減少による褐色脂肪細胞の活性
低下の方がより影響が強いと考えられる。 
miR-29aの抑制がマウスの肝臓における脂質
合成酵素群の発現を抑制し、sirtuin 1 
(Sirt1)の発現を増加させることや(2)、2型
糖尿病患者の骨格筋においてmiR-29aの発現
が亢進しており、持続的運動によってその発
現が低下すること、マウス骨格筋における
miR-29aの過剰発現がインスリンシグナル伝
達系の遺伝子群を低下させてインスリン抵
抗性を増加させることが報告されている(3)。
今回の検討でも、hsa-miR-29a-3pの発現の増
加（ΔΔCtの低下）とインスリン抵抗性の悪
化、血清LDL-C値の上昇に関連が認められた。
また、HPLCによるリポタンパク分画解析では、
hsa-miR-29a-3pの増加と VLDL分画の増加、
中間サイズLDL分画の増加が有意に相関して
おり、hsa-miR-29a発現増加が肝臓での脂肪
合成亢進と VLDL合成・分泌亢進を介して血
清アポB含有リポタンパク（VLDLおよびLDL）
の発現を調節している可能性が示唆された。 
HOMA-IRは、グルコースクランプ法と相関が
高いとされているが、空腹時血糖とIRIの積
で求められるため、肝臓でのインスリン抵抗
性とも関連している。今回の HOMA-IRと
hsa-miR-29a-3pの相関が、肝臓と骨格筋のど
ちらのインスリン抵抗性の変化と強く関連
しているかは不明である。今後、肝臓での
miR-29aの変化とインスリン抵抗性との関連
についても検討が必要と考える。 
 
（３）まとめ 
以上のことから、血清miRNAは食品の機能性
とその機序を推定する上で有用なバイオマ
ーカーとなりうることが示唆された。今後、
研究期間中に解析できなかった miRNA、特に
機能が未知なmiRNAについて解析を加えてい
く必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1．miRNAパネル（定量的PCR）とAgilent 
Human miRNAマイクロアレイ（マイクロアレ
イ）による血清 miRNAの発現解析。Aが玄米
群、Bが白米群。 
 
表 1. 玄米群および白米群における血中
miR-29a-3pとmiR-92a-3pのCt値とCt値 
 
  玄米群 白米群 P値 
N 18 18  
年齢（歳） 55±7 52±7 0.282 
体重の変化量(kg) -2.4±2.0 -0.2±1.1 0.000 
腹囲の変化量(cm) -3.1±2.9 -0.4±1.4 0.002 
miR-29a-3p Ct 0週 2.7±0.9 2.7±1.0 0.868 
 Ct 12週 2.4±1.6 2.5±1.1 0.785 
 Ct -0.4±2.0 -0.2±1.5 0.682 
miR-92a-3p Ct 0週 -3.9±0.9 -3.7±1.1 0.688 
 Ct 12週 -4.0±0.9 -3.0±0.8 0.001 
 Ct -0.1±1.4 0.8±1.2 0.052 
データは平均±SD 
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